




Ion-pair HPLC Determination of Berberine in Phellodendri Cortex
Kumi NAGAMATSU, Yoshio TAKEDA, Masanori INAGAKI and Hiroyuki NISHI
1 .　緒　　　　　言
　オウバク Phellodendri Cortex は，アジア東北部の山地に自生するミカン科の落葉高木キハダ 




　オウバクは，オウバクエキスとともに日局 6（昭和26年 3 月 1 日公示，収載品634）から収載
されており，その主要成分はイソキノリンアルカロイドのベルベリンである（図１参照）。平成




化学医薬品の塩化ベルベリンとして日局 7（昭和36年 4 月 1 日，収載品 1227）から収載された。
一方，ベルベリンを含むオウレン Coptidis Rhizoma は，日局 2（明治24年 5 月20日，収載品 445）
に早くも収載され，日局 16 では，オウレン，オウレン末，黄連解毒湯エキスの 3品目が収載さ
れている。
　上記のオウバクやオウレンに含まれるベルベリンについては，1980年前後からのクロマトグ
ラフィー，特に ODS カラムテクノロジーの進展とともに，HPLC による測定法が検討され，日
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る15 cm カラムを用いて検討を行い，オウバクからのベルベリンの抽出と HPLC 定量を行ったの
で報告する。
 図１　ベルベリン及びパルマチンの化学構造
操作条件：カラム：COSMOSIL 5C18−AR− Ⅱ (5μm，4.6 ID×250 mm)
その他の条件は本文参照
 図２　日局法（公定法）によって実施したオウバク抽出液中のベルベリンの定量
 （試料溶液の HPLC クロマトグラム）




　HPLC 装置は，㈱島津製作所（京都） のポンプ LC−20AB，オートインジェクター SIL−20AC，
システムコントローラ CBM−20，フォトダイオードアレー検出器 SPD−M20A，カラムオーブン
CTO−20A ，デガッサー DGU−20A3 を使用した。
　カラムは ODS カラムである Phenomenex Gemini-NX5u C18（5μm，4.6 ID×150 mm）（島
津ジーエルシー，京都）を使用した。また，SDS を使用する専用カラムとしては，COSMOSIL 
5C18−AR− Ⅱ（5μm，4.6 ID×250 mm）（ナカライテスク，京都）を使用した。なお，カラム温










　本品の粉末約 0.5 g を精密に量り，メタノール／希塩酸混液 (100：1) 30 mL を加え，還流冷 
却管を付けて水浴上で 30分間過熱し，冷後，ろ過する。残留物は，メタノール／希塩酸混 
液 (100：1) 30 mL 及び 20 mL を用いて，更にこの操作を 2回行う。最後の残留物にメタノー 
ル 10 mL を加え，よく振り混ぜた後，ろ過する。全ろ液を合わせ，メタノールを加えて正確に
100 mL とし，試料溶液とする。別に，ベルベリン塩化物標準品約 10 mg を精密に量り，メタノー




カ ラム：内径 4～ 6 mm，長さ 15 ～ 25 cm のステンレス管に 5～ 10μm の液体クロマトグ
ラフィー用オクタデシルシリル化シリカゲルを充てんする。
カラム温度：40℃付近の一定温度
移 動相：水／アセトニトリル混液（1：1）1000 mLにリン酸二水素カリウム 3.4 g 及びラウ
リル硫酸ナトリウム 1.7 g を加えて溶かす。
流量：ベルベリンの保持時間が約 10 分になるように調整する。
カ ラムの選定：ベルベリン塩化物標準品及び塩化パルマチン 1 mg ずつをメタノールに溶か
して 10 mL とする。この液 20μL につき，上記の条件で操作するとき，パルマチン，ベ
ルベリンの順に溶出し，それぞれのピークが完全に分離するものを用いる。
試 験の再現性：上記の条件で標準溶液につき，試験を 5回繰り返すとき，ベルベリンのピー












をそれぞれ 1, 2, 3, 4 mL を正確にとり，移動相を加えて全量を正確に５mLとし，0.1, 0.2, 0.3, 0.4











　メタノール（25％）を用いた場合では，約 4.5 分のところに 2成分は分離して（分離係数α= 











加量は，SDS の添加量と同じ量（約 1.7 g）として比較検討したところ，後者のほうがシンメト
リー係数，理論段数ともに勝っていたので，C8SO3Na を使用することとした。なお，1.7 g 添加 
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は，SDS（Mw：288.4）では約６mM に，C5SO3Na（Mw：174.2）では約10 mM に，C8SO3Na 
（Mw：216.3）では約８mM に相当する。
　図 3に新HPLC移動相条件でのカラム選定用試料溶液を分析したときのクロマトグラムを示
す。新規法においては表 1に示すとおり，カラムの理論段数 N は約8000段，分離度 RS は 1.58 
であり，ベルベリンとパルマチンが完全に分離（RS ＞ 1.5）されることが分かった。今回使用し
た15 cmカラム（流量 1.0 mL/min）では，345 nm 検出なのでシグナルは出ていないが，ボイド
ボリューム t0 は 1.45 min で，キャパシティーファクター k は 5前後であった。なお，イオンペ
アー試薬の添加濃度の増加とともに試料の保持時間は遅くなり，それに連動して両ピークの分離
度 Rs も若干の改善が認められたが，その寄与はある一定濃度（5 mM）以上の添加では大きく
なかったため，上記濃度（1.7 g 添加）とした。
操作条件：カラム：Phenomenex Gemini-NX5u C18 (5μm，4.6 ID×150 mm)
その他の条件は本文参照
 図３　C8SO3Na を用いる移動相によるベルベリンとパルマチンの分離
 （カラム選定用試料溶液の HPLC クロマトグラム）
 表１　日局法（公定法）及び新 HPLC 条件におけるパルマチンとベルベリンの分離










　図 4に新 HPLC 移動相条件で，2.5に従って求めた検量線を示す。検量線の相関係数 R2 は 
0.999であり，良好な直線性を示した。なお，ベルベリンの定量値はオウバクでは1.2％以上，オ
ウレンでは4.2％以上（いずれもベルベリン塩化物として）と規定されており，オウバクでのベ
ルベリンの報告されている平均含有量は 5～8％であることから9），10），検量線範囲は 0.1 mg/mL
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（２％相当）～ 0.5 mg/mL（10％相当）とした。また，試験の再現性（標準溶液 5回分析でのベ
ルベリンピーク面積の相対標準偏差）は 0.04％となり，良好であった。






　カラム：Phenomenex Gemin−NX5u C18 (5μm，4.6 ID×150 mm)
 図５　新 HPLC 条件によるオウバク抽出液中のベルベリンの定量
　最後に比較のため，イオンペアー試薬の検討に用い，SDS を使用していなかった Phenomenex 
Gemini−NX5u C18 （5μm，4.6 ID×150 mm）で，SDS を用いる日局法（公定法）での分離を 
行った。結果を表 1にあわせて示す。SDS を添加した条件のほうが RS が優れていたが，新
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HPLC 条件でパルマチンとベルベリンのピークは完全に分離（RS ＞ 1.5）しており，汎用性を考
えると新 HPLC 条件のほうが有用であると判断された。
　なお，今回の検討では，逆相固定相として薬学科薬品分析化学実習 2の HPLC 実習で使用し
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Summary
　Reversed-phase HPLC determination method of berberine in Phellodendri Cortex was investigated 
with a mobile phase without sodium dodecyl sulfate (SDS) and a 15 cm length analytical size 
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column.  Ion-pair HPLC method with 1-octanesulfonate was found to be effective for the baseline 
separation (RS ＞ 1.5) of the two compounds, berberine and palmatin, those are used for the 
selection of column in an official monograph (JP16) of Berberine Chloride Hydrate.  Under the 
developed HPLC operating conditions, linearity was investigated in the concentration range 0.1 ～
0.5 mg/mL of berberine.  A straight line with a correlation coefficient R2 0.999 was observed, and 
system repeatability (RSD%) of five injections of the standard solution was 0.04 %.  According to the 
extraction procedure in JP16 and the novel HPLC determination method, berberine in Phellodendri 
Cortex (1 lot), which is purchased in the domestic market, was determined.  Average content (n=5) 
5.29% was obtained, showing this Phellodendri Cortex conforms to JP16.  Finally the developed HPLC 
determination method of berberine was found to be useful as an alternative of the official method 
JP16.  
［2011．9．29　受理］
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